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Introdução: A utilização de substitutos ósseos em procedimentos de enxertia como alternativa ao uso 
de enxerto ósseo autógeno tem sido indicada, entretanto, a comparação direta entre esses 
biomateriais tem sido pouco explorada. 
Objetivo: Avaliar o efeito de diferentes substitutos ósseos osteocondutores no reparo ósseo em 
defeitos de tamanho crítico (DAC) em calvária de ratos. 
Material e método: Um DSC com diâmetro de 8 mm foi feito em cada um dos 40 ratos usados neste 
estudo. Os animais foram alocados aleatoriamente em 5 grupos (n = 8), de acordo com o tipo de 
substituto ósseo utilizado para o preenchimento do DSC: COA (Coágulo); AUT (osso autógeno); DBB 
(enxerto ósseo bovino desproteinizado); HA / TCP (cerâmica bifásica composta por hidroxiapatita e β-
fosfato tricálcico); e TCP (β-fosfato tricálcico). Uma análise microtomográfica foi realizada para avaliar 
o comprimento linear do defeito remanescente (DLL) do DSC e o volume dos tecidos mineralizados 
(TM) dentro do DSC aos 3, 7, 15 e 30 dias após o procedimento cirúrgico. Além disso, foi realizada uma 
análise histométrica para avaliar a composição do tecido ósseo reparado (% Osso e% Biomaterial) no 
período de 30 dias. 
Resultado: Foi demonstrado que o COA apresentou o menor DLL e MT dentro do CSD. Além disso, o 
COA apresentou o maior% de osso na DAG. O DBB apresentou maior MT e maior% de partículas de 
substituto ósseo no CSD do que os grupos AUT e TCP. Os grupos DBB e AUT apresentaram maior% de 
osso no DSC do que o grupo TCP. 
Conclusão: O uso do DBB promoveu melhor padrão de ganho e formação de volume ósseo em relação 
ao TCP e HA / TCP, mas foi biologicamente inferior ao AUT. 
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Bone repair induced by different bone graft substitutes in critical-
sized defects in rat calvaria. 
Introduction: The use of bone substitutes in grafting procedures as an alternative of the use 
of autogenous bone graft has been indicated, however, the direct comparison between these 
biomaterials has been little explored. 
Objective: To evaluate the effect of different osteoconductive bone substitutes on the bone 
repair in critical-sized defects (CSDs) in rat calvaria. 
Material and method: One CSD with an 8 mm diameter was made in each of the 40 rats used 
in this study. The animals were randomly allocated into 5 groups (n=8), according to the type 
of bone substitute used to fill the CSD: COA (Coagulum); AUT (autogenous bone); DBB 
(deproteinized bovine bone graft); HA/TCP (biphasic ceramic composed of hydroxyapatite and 
β-phosphate tricalcium); and TCP (β-phosphate tricalcium). A microtomographic analysis was 
performed to evaluate the remaining defect linear length (DLL) of the CSD and the volume of 
the mineralized tissues (MT) within the CSD at 3, 7, 15 and 30 days after the surgical 
procedure. In addition, a histometric analysis was performed to evaluate the composition of 
the repaired bone tissue (% Bone and % Biomaterial) at the 30-day period. 
Result: It was shown that the COA had the lowest DLL and MT within the CSD. In addition, the 
COA presented the highest % of bone in CSD. The DBB had a higher MT and a higher % of bone 
substitute particles in the CSD than the AUT and TCP groups. The DBB and AUT groups 
presented higher % of bone in the CSD than the TCP group. 
Conclusion: The use of the DBB promoted a better pattern of bone volume gain and formation 
compared to TCP and HA / TCP but was biologically inferior to the AUT. 
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INTRODUÇÃO 
 
A regeneração de defeitos ósseos causados por diferentes agentes etiológicos continua 
sendo um grande desafio nas áreas médica e odontológica 1 - 3 . Embora o enxerto ósseo 
autógeno (AUT) seja considerado o padrão ouro para técnicas de aumento da disponibilidade 
óssea 4 - 7 , o uso desse enxerto apresenta algumas limitações, como a morbidade do leito 
doador, o aumento do tempo cirúrgico, a quantidade limitada de enxerto disponível e a taxas 
de reabsorção elevadas, principalmente quando utilizadas na forma particulada 5 . 
Essas limitações têm indicado a necessidade da utilização de outros tipos de substitutos 
ósseos que permitam um processo adequado de formação do tecido ósseo com redução da 
morbidade ao hospedeiro 8 , 9 . Dentre as alternativas de substituto ósseo ao enxerto ósseo 
autógeno, biomateriais osteocondutores, como osso bovino desproteinizado (DBB) e 
cerâmicas bifásicas, que são compostas por hidroxiapatita e beta-fosfato tricálcico (HA / TCP), 
têm aplicação clínica altamente difusa 8- 10 . No entanto, a baixa taxa de reabsorção da 
hidroxiapatita presente em ambos os biomateriais implica em sua substituição completa por 
tecido ósseo, sendo que os remanescentes desses substitutos ósseos foram observados no 
local receptor até a colocação do implante 9, 10 . Além disso, essas partículas remanescentes 
não participam do processo de osseointegração direta dos implantes devido à falta de 
vitalidade desse tecido 11 . 
Outro biomaterial com propriedades osteocondutoras e amplamente utilizado como 
substituto ósseo é o β-fosfato tricálcico (TCP). O TCP apresentou resultados clínicos na 
elevação do seio maxilar semelhantes ao DBB 12 , 13 e AUT 6 . Em contraste com outros 
substitutos ósseos osteocondutores, o TCP tem sido relacionado a maiores taxas de 
reabsorção, o que pode indicar que esse substituto ósseo pode induzir uma maior quantidade 
de osso novo na área enxertada 7 . 
A comparação direta entre os diferentes substitutos ósseos osteocondutores tem sido 
pouco explorada. Um estudo pré-clínico comparou o potencial de reparo ósseo de TCP com 
DBB, AUT e coágulo (COA) em defeitos de tamanho crítico (DAGs) em calvária de rato 7 . Neste 
estudo, o TCP induziu o reparo ósseo com característica biológica semelhante às áreas 
enxertadas com DBB, porém com menor formação óssea que o AUT. No entanto, os períodos 
de avaliação neste estudo foram superiores a 30 dias e não foi avaliada alteração volumétrica 
do tecido reparado em períodos anteriores. Além disso, a comparação direta dos principais 
substitutos ósseos osteocondutores (DBB, HA / TCP e TCP) com osso autógeno não foi 
previamente realizada longitudinalmente no mesmo animal. 
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influência de diferentes substitutos do 
enxerto ósseo (DBB, HA / TCP e TCP) no reparo da DSC por meio de análise microtomográfica 
(Análise do comprimento linear do defeito remanescente e volume de tecido mineralizado 
nos estágios iniciais de consolidação óssea) e análise histológica (Análise da composição do 
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tecido enxertado). A hipótese nula deste estudo é que os diferentes substitutos ósseos 
osteocondutores não apresentarão diferenças no reparo da DSC. 
 
MATERIAL E MÉTODO 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso de Animais de nossa instituição 
(19/2014) e foi conduzido de acordo com os princípios orientadores internacionais para 
pesquisas biomédicas envolvendo animais e as diretrizes ARRIVE. No presente estudo, foram 
usados 40 ratos adultos machos (Rattus Norvegicus, albinus var., Holtzman) com massas 
corporais variando de 300-350 gramas. Os animais foram mantidos em ambiente com luz e 
temperatura controladas, alimentados com ração sólida e tiveram acesso a água ad 
libitum antes e durante o período experimental. 
Grupos 
Os 40 animais foram alocados aleatoriamente, por lote após a confecção do CSD, em 5 
grupos de 8 animais cada: Grupo COA - O CDS foi preenchido com coágulo; AUT - O DSC foi 
preenchido com enxerto ósseo autógeno obtido durante a confecção do DSC; Grupo DBB - O 
DSC foi preenchido com enxerto ósseo bovino desproteinizado (Bio-Oss ® , Geistlich AG, 
Wolhusen, Suíça); Grupo HA / TCP - O CSD foi preenchido com cerâmica bifásica composta por 
hidroxiapatita e β-fosfato tricálcico (Straumann ® Bone Ceramic, Straumann AG, Basel, 
Suíça); e grupo TCP - O CSD foi preenchido com β fosfato tricálcico (Beta Pro ® , Procell, São 
Carlos, Brasil). 
Para o cálculo do tamanho da amostra, os dados de formação óssea nos DSC que foram 
preenchidos com DBB e TCP e foram avaliados pela análise histométrica de Silva et al. 7 foram 
usados. A diferença mínima de médias entre os grupos em que foram encontradas diferenças 
significativas foi de 27,9% com desvio padrão de 9,0%. Assim, ao estabelecer o poder β de 
0,90 e o erro α de 0,05, foi determinado um número mínimo de 6 animais por 
grupo. Utilizamos mais dois animais por grupo para evitar a perda do poder estatístico devido 
à perda de animais durante o período experimental. 
Procedimento Cirúrgico 
Os animais foram anestesiados com uma combinação de cetamina e xilazina na 
proporção de 0,08 ml / kg de peso corporal de cetamina (Cloridrato de Cetamina, Francotar 
10%, Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda, São Paulo, Brasil) associada a 0,04 ml / kg de peso 
corporal de xilazina (Cloridrato de Xilazina - Virbaxil 2% - Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda., São 
Paulo, Brasil) e posteriormente submetidos à tricotomia na região da calvária. A antissepsia 
do campo cirúrgico foi então realizada com solução de iodopovidona. 
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O acesso cirúrgico à calvária foi obtido através de incisão bicoronal cutânea e muscular, 
o que permitiu a exposição do tecido ósseo. Em seguida, os tecidos foram divulsionados até a 
exposição do periósteo, que foi incisado e descolado, para que fosse obtida a exposição do 
tecido ósseo. 
Logo após o ápice da sutura coronal do animal foi confeccionado defeito ósseo circular 
com broca trefina de diâmetro externo de 8 mm (3i - 3i implantes do Brasil, São Paulo, 
Brasil). A seguir, o DSC apresentava-se com diâmetro de 8 mm e espessura aproximada de 1,5 
mm, dado pela retirada total do tecido ósseo. Os CSDs foram realizados com o auxílio de um 
contra-ângulo (Anthogyr, Injecta, Diadema, Brasil) com redução de 16: 1 acoplado a uma 
rotação do motor de 1500 rpm (BML 600 Plus Driller, CK Driller, Cacapicuíba, Brasil), sob 
irrigação constante com solução salina. Todos os DSC foram feitos pelo mesmo cirurgião 
(MATA). 
Cada biomaterial foi implantado no DSC até o seu preenchimento total sem 
extravasamento. Em seguida, todos os defeitos foram recobertos por membrana de colágeno 
(Genius-Baumer, Mogi-Mirim, Brasil) e suturados com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & 
Johnson, São José dos Campos, Brasil). Os animais foram tratados no pós-operatório com um 
único multibiótico (Pentabiotico veterinario veterinária, Zoetis Dodge, São Paulo, Brasil, 
Subcutâneo: 0,03 ml / kg) e uma dose de cetoprofeno (Ketoflex; Mundo Animal, São Paulo, 
Brasil, Intramuscular: 0,03 ml / kg). 
Análise Micro CT 
Os animais foram anestesiados para serem submetidos à varredura aos 3, 7, 15 e 30 
dias após o procedimento cirúrgico em micro-tomógrafo (SkyScan, Kontich, Bélgica). Os 
parâmetros utilizados para a digitalização foram os seguintes: Pixel da câmera: 12,45; Tensão: 
65 Kv; Amperagem: 385 μA; e Filtro: Alumínio 1 mm. As imagens geradas foram 
posteriormente reconstruídas, reorientadas espacialmente e analisadas por um software 
específico (NRecon / DataViewer / CTan, Skyscan, Aartselaar, Bélgica). Duas análises foram 
realizadas: 1) análise do comprimento linear remanescente (RLL) do DSC que foi medido na 
maior porção do DSC nos planos sagital e coronal, e 2) análise do volume dos tecidos 
mineralizados (MT) dentro do DSC, que foi realizado dentro de uma região circular de 
interesse (ROI), de 8 mm de diâmetro com espessura de 30 cortes axiais com espessura de 18 
μm. O tecido ósseo associado aos substitutos ósseos foi detectado pela aplicação de um limite 
dentro do intervalo de 55-250 na escala de cinza dentro da ROI. A análise da micro TC foi 
realizada por um avaliador cego, treinado e calibrado (GJO). 
Colheita de amostras cirúrgicas e análise histológica / histométrica 
Após a realização da micro tomografia computadorizada no período de 30 dias, os 
animais foram eutanasiados por overdose de anestésico. Em seguida, as regiões da calvária 
relacionadas aos defeitos foram retiradas e fixadas em paraformaldeído 4% por 48 horas e 
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descalcificadas em EDTA 7% por 3 meses para posterior execução de processamento 
laboratorial para inclusão das amostras em parafina e obtenção de cortes histológicos de 5 
μm de espessura que foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina. 
Posteriormente, três seções histológicas equidistantes (50 μm de distância) de cada 
animal foram fotografadas usando uma câmera (Leica Microsystems DFC-300-FX; Leica 
Reichert & Jung Products, Wetzlar, Alemanha), que foi acoplada sob um microscópio óptico 
(DM2500, Leica Produtos Reichert & Jung, Wetzlar, Alemanha) com uma ampliação de 25x. 
Na análise histométrica, o DSC original foi delimitado com base nas linhas de reversão 
que marcavam o defeito original e, posteriormente, os diferentes componentes dentro da 
área total do defeito original (osso neoformado e remanescentes de enxerto ósseo) foram 
medidos por analisador de imagem de software (ImageJ, Jandel Scientific, San Rafael, CA, 
EUA), e esses valores foram dados em porcentagem, em relação à área total. As análises 
histométricas foram realizadas por avaliador cego e treinado para essas análises (MATA). 
Análise Estatística 
O software GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, EUA) foi usado para realizar a análise 
estatística. Os dados histológicos e microtomográficos tiveram distribuição normal 
confirmada pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. A avaliação comparativa entre os 
diferentes grupos foi realizada por meio dos testes paramétricos de ANOVA one-way 
complementados pelo teste de Tukey. A avaliação dentro de cada grupo comparando 
diferentes períodos experimentais foi realizada por meio dos testes paramétricos do teste 
ANOVA de medidas repetidas complementados pelo teste de Tukey. Todos os testes 
estatísticos deste estudo foram aplicados ao nível de significância de 5%. 
Este estudo é uma adaptação para o português do artigo original “ Aroni, Mauricio 
Andrés Tinajero, et al. "Bone repair induced by different bone graft substitutes in critical-sized 
defects in rat calvaria." Revista de Odontologia da UNESP 48 (2019). 29 ” E segue os preceitos 
Creative Commons — Atribuição 4.0 Internacional — CC BY 4.0 de livre distribuição, uso ou 
remixagem. Nenhum dos autores endossou este compartilhamento. 
 
RESULTADO 
Todos os animais sobreviveram aos procedimentos cirúrgicos e permaneceram 
saudáveis durante todo o período experimental. Para avaliação das calibrações dos 
examinadores, 10 varreduras microtomográficas e 30 lâminas histológicas foram medidas em 
duplicata com intervalo de uma semana. A correlação de Pearson mostrou índice r> 0,89 para 
os examinadores em todos os parâmetros avaliados. 
Análise Micro CT 
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Todos os grupos apresentaram redução progressiva do RLL em períodos mais longos 
de avaliação. Também foi mostrado que o grupo COA (6,34 ± 1,49 mm) teve um RLL menor 
em comparação com os grupos DBB (7,64 ± 0,41 mm), TCP / HA (7,55 ± 0,39 mm) e TCP (7,59 
± 0,33 mm) no Período de 3 dias (p <0,05). Além disso, o grupo COA apresentou menor RLL 
em relação ao grupo DBB (5,80 ± 1,24 mm vs. 7,01 ± 0,38 mm) no período de 30 dias (p <0,05) 
( Tabela 1 ). 
 
 
Em relação ao volume de MT, verificou-se que o grupo COA sempre apresentou valores 
inferiores desse parâmetro (5,17 - 28,04%) em relação aos demais grupos (> 42,77%) em todos 
os períodos de avaliação (p <0,05). O grupo DBB (65,66 ± 3,95%) apresentou maior volume de 
MT do que o grupo AUT (42,77 ± 6,12%) no período de 7 dias (p <0,05). Além disso, o grupo 
DBB (59,05 ± 6,13%) apresentou maior volume de MT do que os grupos AUT (44,93 ± 5,72%) 
e TCP (45,16 ± 5,03%) no período de 15 dias (p <0,05) ( Tabela 2 ) Comparando os diferentes 
períodos experimentais, notou-se uma redução progressiva no volume da TM em todos os 
grupos, exceto no grupo COA que apresentou melhora progressiva neste parâmetro em 
períodos mais longos de avaliação. figura 1 mostra as imagens representativas da análise 
microtomográfica de todos os grupos. 
Histometria 
A análise histométrica foi realizada apenas no período experimental de 30 
dias. Verificou-se que o grupo COA apresentou maior quantidade de osso neoformado do que 
todos os outros grupos (17,42 ± 0,68%). Além disso, os grupos DBB (8,39 ± 0,71%) e AUT (7,96 
± 0,79%) apresentaram mais osso neoformado do que o grupo TCP (6,32 ± 0,80%). Além disso, 
o grupo DBB (24,21 ± 1,44%) apresentou maior remanescente de enxerto ósseo do que os 
grupos AUT (17,48 ± 0,72%) e TCP (17,17 ± 0,74%). O grupo TCP / HA não apresentou 
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diferenças significativas em relação aos demais grupos de biomateriais na quantidade de osso 
neoformado (7,22 ± 0,76%), bem como na quantidade de remanescentes de enxerto ósseo 
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Figura 1:   Imagens representativas de micro TC. É possível observar que os grupos onde o DSC foi preenchido 
com biomateriais apresentaram mais TM do que o grupo COA; entretanto, este subgrupo apresenta um maior 
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DISCUSSÃO 
Este estudo demonstrou que os diferentes substitutos ósseos osteocondutores 
testados neste estudo (DBB, HA / TCP e TCP) promoveram um aumento volumétrico de MT 
dentro do CSD que foi associado à formação de tecido ósseo e à presença de restos de 
partículas de biomateriais que estiveram em contato com o osso neoformado, principalmente 
nas bordas do DSC, o que confirma as propriedades osteocondutoras desses substitutos 
ósseos. Entretanto, a formação óssea nesses grupos foi menor do que a observada nos grupos 
COA e AUT. 
O grupo COA apresentou maior fechamento do DSC em comparação aos grupos onde 
os substitutos ósseos osteocondutores foram utilizados para preenchimento do DSC já no 
  Reparo ósseo induzido por diferentes substitutos de enxerto ósseo em defeitos de tamanho 
crítico na calvária de ratos. 
Aroni et al. 
 
Brazilian Journal of Implantology and Health Sciences (ISSN 2674-8169) 
Volume 2, Issue 9 (2020), Page 28-44. 
período de 3 dias, e esse achado foi associado à maior formação óssea observada também 
nos grupos COA . Estudos pré-clínicos demonstraram que o preenchimento de alvéolos pós-
extração com biomateriais reduz a formação de tecido ósseo em comparação com os alvéolos 
pós-extração que foram mantidos sem biomateriais durante o período de 
cicatrização 14 - 16 . Esse fenômeno se deve à redução do espaço para a formação óssea por ser 
ocupado por restos de biomateriais 16 , 17, evento confirmado por este estudo. Além disso, o 
coágulo apresenta fatores de crescimento que aceleram a regeneração óssea 18 , 19 . Porém, 
vale ressaltar que o grupo COA apresentou menor volume de MT, o que demonstra que o uso 
de biomateriais é importante para se obter disponibilidade suficiente de tecido de reparo para 
manter ou melhorar a morfologia óssea 14 , 20 . 
O DSC preenchido com AUT apresentou fechamento semelhante ao grupo COA e 
maior formação óssea do que o DSC preenchido com HA / TCP e TCP, bem como menos restos 
de biomateriais que o DSC preenchido com DBB. Esses dados, em conjunto, mostram que a 
área reparada com o uso do AUT apresentou as melhores características biológicas entre os 
grupos avaliados, confirmando sua posição como substituto ósseo padrão ouro por ser a única 
que apresenta as propriedades biológicas de formação óssea como osteoindução, 
osteogênese e osteocondução 4 , 7 . 
Dentre os substitutos ósseos testados neste estudo, o grupo DBB apresentou maior 
quantidade de volume de MT do que os grupos AUT e TCP, e esse achado foi relacionado à 
maior quantidade de restos de partículas DBB. Este fato confirma os achados de outros 
estudos que mostraram que o componente hidroxiapatita bovina é menos sujeito a 
reabsorção do que os demais substitutos ósseos 21. A quantidade de partículas de biomaterial 
e formação óssea nos grupos HA / TCP foi semelhante ao grupo DBB, embora não tenha 
diferido dos grupos AUT e TCP em termos de volume de MT e quantidade de biomaterial 
remanescente. O mecanismo de ação do HA / TCP é baseado na reabsorção do componente 
TCP que promoveria a diferenciação das células mesenquimais nos osteoblastos e na 
manutenção do componente HA que serviria de arcabouço para a formação óssea em contato 
próximo com este componente 8 , 20 , 22 . A associação do TCP, que é mais reabsorvível com HA, 
que é pouco reabsorvível, pode ser a justificativa para que as cerâmicas bifásicas de HA / TCP 
não tenham se diferenciado dos demais biomateriais osteocondutores testados neste estudo. 
Por outro lado, o grupo TCP apresentou menores volumes de MT do que o grupo DBB 
no período de 15 dias, menor quantidade de substituto ósseo remanescente do que os grupos 
DBB e HA / TCP e menor quantidade de osso neoformado que o DBB e Grupos AUT. Esse 
achado está de acordo com estudos anteriores que demonstraram que o TCP apresenta 
maiores taxas de reabsorção do que o HA 22 , 23 . Como o TCP mantém menos espaço que o 
HA, é provável que o torne menos competente em termos de manutenção volumétrica da 
área enxertada. A maior taxa de reabsorção em relação ao DBB 23 , 24 , e as menores 
propriedades biológicas de formação óssea em relação ao enxerto ósseo autógeno 7 , 25, pode 
justificar a formação óssea inferior mostrada no grupo TCP. 
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Os resultados deste estudo devem ser interpretados com cautela, pois a superioridade 
de um biomaterial em relação ao outro não significa que clinicamente essa diferença tenha 
alguma relevância de forma que possa diferenciar taxas de sobrevivência e sucesso de 
implantes em áreas enxertadas com esses biomateriais. De fato, implantes colocados em 
áreas enxertadas com DBB, HA / TCP e TCP apresentam altos níveis de sobrevivência e 
sucesso 6 , 26 , 27 . Assim, pode ser possível que implantes sejam colocados mais precocemente 
em áreas enxertadas com osso autógeno, DBB ou HA / TCP em comparação com áreas 
enxertadas com TCP, porém esta hipótese deve ser testada em outros estudos. 
Este estudo apresenta limitações que devem ser levadas em consideração na 
interpretação de nossos resultados. Os resultados dos estudos pré-clínicos não apresentarão 
necessariamente o mesmo padrão em humanos, portanto, as inferências clínicas baseadas 
nos dados deste estudo são limitadas. Além disso, o tipo de defeito avaliado foi o crítico e a 
resposta em defeitos não críticos como em seio maxilar e alvéolos pós-extração apresenta 
comportamento biológico diferente que pode alterar a cicatrização promovida pelos 
diferentes substitutos ósseos avaliados neste estudo . Apesar dessas limitações, vale ressaltar 
que os DSC têm sido um modelo amplamente utilizado para avaliação da consolidação óssea 
em áreas enxertadas. O DSC de 8 mm usado neste estudo tem potencial regenerativo limitado 
com boa previsibilidade de ausência de fechamento completo do defeito, que é característico 
de defeitos críticos. Portanto, este modelo representa uma condição desafiadora para avaliar 
o potencial regenerativo dos diferentes substitutos ósseos28 . 
Pode-se concluir que o DBB promoveu um melhor padrão de volume de MT e 
quantidade de osso neoformado em comparação ao TCP e HA / TCP, porém com menor 
formação óssea e maior remanescente de partículas do que o grupo AUT. Devido a isso, a 
hipótese nula deste estudo foi rejeitada. 
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